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Abstract of DE19816216 
Laser beam which process and assembly 
separates and sorts a range of biological 
objects such, as tissue cells comprises: (a) a 
microscope (2) for the observation of objects 
such as tissue samples resting on a substrate 
(4); (b) a focused laser beam (13) directed at \- 
1 biological item(s) (10) under preparation, 
where the laser source and substrate may be 
moved relative to each other, and (c) a capture 
vessel (18, 20) located behind the substrate 
which intercepts the selected objects which 
are ejected (14) from the sample by the laser 
beam. 
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^ Verfahren und Vorrichtung zur Gewinnung von laserdissektierten Partikein wie biologische Zellen bzw. 
Zellorganellen, Chromosomenteilchen etc. 

) Verfahren und Vorrichtung zur DurchfQhrung des Verfah> 
rans zum Separieren und Sortleran von biologischan Objek- 
ten, mit 

- einer Mikroskopanordnung (2) zur Beobachtung von blolo- 
gischen Objekten wie Gewebeschnittan auf einem Objekt- 
trSger (4), 

• eIner Lasaranordnung zur Erzeugung eines fokusslerten 
Laserstrahls (13) zum Fralpriparieren aines oder meh rarer 
selektiertar bloiogischer Objekte (10) auf dam ObjekttrSger 
{A), wobel Lasaranordnung und ObjakttrSger relativ zuainan- 
der varschiablich angeordnat sind* 

- und einar Auffangvorrichtung (13 bzw. 20} in Richtung des 
Laaerstrahia hinter dam Objekfttriger (4) zum Auffangen der 
salekttertan Objekte (10), die nach dam Fraiprapariaran 
derselben durch aman Laser-induzierten Transportprozefi 
(einen "I^sar-SchuB") vom Objakttrager (4) auf die Auffang- 
vorrichtung (18 bzw. 20) weglcatapultiert warden (Flugbahn 
14). 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 
richtung zum Sortieren und Separieren fOr einzelne bio- 
iogische Objekte. Die Objekte sind hierbei auf einem 
festen planaren Trager nebeneinander angeordnet Mit 
diesem Verfahren konnen aus einer sehr groBen 2^ahl 
von Objekten (z. B. lO^ — 10^ einzelne Objekte raimilich 
abgetrennt und ausgesondert werden. Die Abtrennung 
von gehauften Zellen als Gesamteinheit ist ebenso mog- 
lich. Ebenso kann das Verfahren zur Separation von 
spezitischen Zellen aus Gewebeschnitten eingesetzt 
werden. Voraussetzung fflr dieses Sortierverfahren ist 
die vorherige Erkennung und Selektion der betreffen- 
den Objekte aufgrund spesdfischer Eigenschaften (z. B. 
durch Farbung, Fluoreszenzmarkierung oder durch ra- 
dioaktive Markierung). Unter "biologischen Objekten" 
werden im Rahmen der vorliegenden Amneldung vor 
ailem lebende oder Hxierte biologische Zellen oderZell- 
bestandteile verstanden. 

Zur Separation einzelner biologischer Objekte lassen 
sich Objekte mit optischen Methoden, wie der optischen 
Pinzette (Optical Tweezer) in einer waBrigen Losung 
bewegen (K- SchQtze, A. Clement-Sengewald, Nature, 
667 (VoL 368) 1994). Aufgrund der geringen Kraftuber- 
tragung ist diese Methode auf Objekte beschrankt, die 
sich frei in der Ldsung bewegen konnen. Da sich die 
sortierten, wie die unsortierten Objekte in der gleichen 
Ldsung beflnden, ist eine getrennte Kultivierung nur mit 
zusatzlichem Aufwand erzielbar. Fur eine getrennte 
Kultivierung mOssen diese Zellen mit einer anderen Me- 
thode, wie Z.B. mit Mikrokapillaren abgetrennt bzw. 
abgesaugt werden. Adherent wachsende Zellen konnen 
mit feinen Nadeln, die iiber Mikromanipulatoren be- 
wegt werden, separiert werden. Hierbei werden die Zel- 
len direkt beriihrt und konnten somit mechanisch bela- 
stet werden. Beide Methoden sind verhaitnismaBig zeit- 
intensiv, so daB sie nicht zur Bearbeitimg einer Vielzahl 
von Objekten geeignet sind. 

Zur Separierung einzelner Zellen aus einer grofien 
Zahl (> 10^ in einer FlOssigkeit dispergierter, biologi- 
scher Objekte geeignete Trenn- bzw. Sortierapparate 
sind kommerziell erhaltlich. Wahrend bei der fluores- 
zenzaktivierten Zellsortierung (FACS -» Fluorescence 
activated Cell Sorter) elektrostatische Prinzipien ziu* 
r&umlichen Separation zum Einsatz kommen, arbeitet 
der magnetisch aktivierte Zellsortierer (MACS =» Ma- 
gnetic activated Cell Sorter) mit magnetischen KrsLften. 
Hierbei liegen die Zellen jedoch nicht auf einem plana- 
ren Trager nebeneinander. Oberdies haben beide Me- 
thoden den Nachteil, daB sidi manche Objekte nur ein- 
geschrSnkt (FACS) oder aberhaupt nicht getrennt von- 
einander absondem lassen (MACS). 

Die vorgestellten Metiioden k5nnen keine Zellen aus 
einem Zellverband wie etwa einem Gewebe oder aus 
histologischen Gewebepriparaten Idsea 

Femer sind unter dem Namen "Ablative Photode- 
composition*' Verfahren bekannt, bei denen mit gepuls- 
ten UV-Lasem, insbesondere mit Excimer-Lasem, ein 
gezielter Materialabtrag bei Polymeren erfolgt IMese 
Verfahren kdnnen im weitesten Sinne als Atzverfahren 
angesehen werden. Ein ahnliches Verfahren, bei dem 
jedoch ein kontinuierlich betriebener UV-Laser ver- 
wendet wird, wird in dem US-Patent 5211 805 beschrie- 
ben. Dieses Verfahren soli sich zur industriellen Bear- 
beitung von technischen Polymeren und zur biomedizi- 
nischen Behandlung von biologischem Gewebe eignen. 
Hiermit ist ein Sortierprinzip verwandt» das mit Laser- 



strahlen die auf einem Trager befmdlidien unerwunsch- 
ten biologischen Objekte mit hohen Strahlungsdosen 
zerstSrt, wahrend die selektierten (erwOnschten) Objek- 
te zurUck bleiben (US 4 624 915)l Dieser Prozefi ist ver- 
s haitnismaBig aufwendig, um einzelne Objekte aus gro- 
Ben Populationen zu selektieren. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht 
in der raumlichen Separation einzehier biologischer Ob- 
jekte, die nebeneinander auf einem festen planaren Tra- 

10 ger wie z. B. einem Objekttrager aus Glas ausgebracht 
sind. Hierbei soil der Vorgang des Absondems mog- 
lichst kurz (< 10 s) und berOhrungslos, z. B. in abge- 
trennten, sterilen Kammem durchfOhrbar, sein. AuBer- 
dem soli der ProzeB sehr zuverlassig und damit in einfa- 

15 cher Weise automatisierbar sein. Gleichzeitig soil die- 
Oberlebensfahigkeit der biologischen Objekte in der 
Regel gewahrleistet bleiben; d. h. die biologischen Ob- 
jekte soUen durch den AbtrennprozeB nicht geschadigt 
bzw. beeintrachtigt werden. 

20 In der Patentanmekiung 196 03 996.7 vom 05.02.1996 
wird diese Aufgabe dadurch gelost, daB ein Bereich ei- 
ner Tragerfolie, auf dem sich das selektierte biologische 
Objekt befindet, mit einem Laserstrahl ausgeschnitten 
imd durch einen laser-induzierten TransportprozeB auf 

25 ein unmittelbar oberhalb oder xmterhalb der Tragerfolie 
angeordnetes Auftogersubstrat Qbertragen wird. Die 
Losung nach diesem frOheren Vorschiag besteht also 
darin, daB die biologischen Objekte in einem kleinen, 
vorzugsweise kreisfdrmigen Umfeld mitsamt der Tra- 

30 gerfolie von einem Laserstrahl ausgeschnitten und zu- 
sammen mit dem ausgeschnittenen Teil der Tragerfolie 
auf einen in der Nahe angebrachten Auffanger ge- 
schleudert werden. Dies geschieht offenbar aufgrund 
des Lichtdrucks des Laserstrahls, da die herausgetrenn- 

35 ten Telle der Tragerfolie mitsamt dem biologischen Ob- 
jekt darauf stets in Richtung des Laserstrahls beschleu- 
nigt werden. 

Zur weiteren Verbessenmg des Verfahrens nach vor- 
genannter Patentanmeldung 196 03 996.7 wird vorlie- 

40 gend eine neue und verbesserte Ldsung der der ErHn- 
dung zugnmdeliegenden Aufgabe dadurch vorgesehen, 
daB der Lichtdruck des Laserstrahls nun dafQr verwen- 
det werden soil, das gewunschte Partikel bzw. biologi- 
sche Objekt selbst unmittelbar von der Oberfiache des 

45 festen planaren Tragers (Objekttrager oder Petrischale) 
wegzukatapultieren und in einem geeigneten GefaB 
aufzufangen, dh. die Separierung eines biologischen 
Objektes ist auch ohne gleichzeitiges Herausldsen bzw. 
Herausschneiden des das biologische Objekt tragenden 

50 Bereiches der Tragerfolie moglich. Dies geschieht nach 
der vorliegenden Neuerung bzw. Verbessenmg in der 
folgenden Weise, die anhand der beiliegenden Fig. 1 bis 
3 eriautert werden soil: 

Bei Verwendung eines aufrechten Mikroskopes 2 ge- 

55 maB Fig. 1 wird ein geeigneter Objekttrager 4 (Dicke 
drca 170 |un) umgekehrt auf die Aufnahmehaiterung 6 
eines speziell fOr die Lasermikromanipulation entwik- 
kelten Mikroskoptisches 8 gelegt, d h. das biologische 
Objekt 10 beHndet sich auf der Unterseite des Objekt- 

60 tragers 4. Bei dem Objekt handelt es sich z. B. um histo- 
logische Gewebescfanitte von wenigen \im Dicke, oder 
um adherierende Chromosomen- bzw. DNA-Praparate. 

Der Mikroskoptisch 8 ist fttr eine Verschiebung in 2 
(fur x/y Bewegung) oder 3 Achsen (fOr x/y/z Bewegung) 

65 ausgelegt und mit einer Auf nahmevorrichtung 6 fCr z. B. 
Objekttrager 4 oder Petrischalchen versehen. Der Tisch 
8 ist also fiber geeignete Antriebe motorisiert, die com- 
putergesteuert in bekannter Weise z. B. fiber eine Com- 
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putermaus (oder Joystick) bewegt werden konnen. Die Bereich nind um die Zelle vergroBert 
hybriden Sdirittmotoren der Achsen-Antriebe arbehen Bei dem hier verwendeten Laser handelt es sich um 
mit einer hohen PrSzisioiL Der kleinste Schritt betragt einen gepulsten, kompakten Stidcstofflaser von hoher 
20 nm, der maximale Verfahrweg des Mikroskoptisches Strahlqualitat (WellenlSnge: 337 nm, Pulsdauer: 3 nsec 
8kaimbbzumehrerenZentimetern(2.B. 10cm)betra- 5 (NanosekundenX Pulsfrequenz: von 10 bis 20 Hertz), 
gen. Die Prazision zum Wiederauffinden gespeidierter Andere Laser sind auch denkbar, sof em die verwendete 
Punkte ist < 400 nnx Es kdnnen Geschwindigkeiten zum Laserwellenlange das biologische Material nicht negativ 
Yerfahren des Mikroskoptisches von nahezu Null bis zu beeinflufit Der LaserstraW selbst bzw. seine Quelle 
25 mm/Sekunde gewahlt werden. Mit einem sog. Fra- bleibt vorzugsweise unbeweglich. Allerdings fcann der 
megrabber wird das Qber eine Videokamera axifgezeich- 10 Laser auch in x/y Richtung mit einem Radius von circa 
nete, aktuelle Mikroskopbiid auf einen Monitor gege- 100 pm reladv zur Objektebene bewegt werden, d. h. 
ben und kann mit Computerfunkdonen, z.B. Befehls- letztendlichistnurwichti&dafi LaserstrahlundObjekt- 
funktionen, Steuerzeichen, Kontrollmarken etc, gra- ebene (Mikroskoptisdi) reiativ zueinander bewegt wer- 
phisch uberlagert werden (Video-Overlay). dea 

FQr Lasermikromanipulation geeignet sind nur dOnne 15 Das auf diese Welse freipraparierte Objekt kann nun 
Objekttrager (ca. 170 jim dick) oder Petrischalen mit schneller und sicherer als im Stand der Technik (etwa 
dOnner (ca. 25 jxm), gasdurchlSssiger Folie (sog. Petri- mit einer NadeQ und vor aflem beruhnmgsios, d h. wenn 
perm-Schaicfaen). Da fur die Lasermikromanipulation ndtig auch voIUg steril, mit einem weiteren, gezielten 
im Nanometer-Bereich hohe Anfordenmgen an eine LaserschuBautomatischinein ProbengeftBhineinkata- 
prizise Probenhalterung und Probenfuhrung gestellt 20 pultiert werden (Flugbahn 14^ 

werden, wurde die Aufiiahmehalterung 6 speziell konfi- Dazu ist es notwendig, daB eine zweite Aufnahmehal- 
guriert: Bei den dunnen Objekttragem 4 besteht die terung 16 (z. B. um ein AuffanggefaB 18 oder eine Mi- 
Gefahr, daB sie sich z. B. bei Verwendung von Ol-Im- krotiterplatte einzuspannen) Qber zwei motorisierte und 
mersions-Objektiven leicht durchbiegen und somit kei- computergesteuerte Achsen so unter die erste Aufnah- 
ne gute Fokussierung erreicht werden kann. Um dies zu 25 mehalterung 6 verfahren wird, daB das per Laser frei- 
venneiden, muB der Objekttrager 4 an mindestens 3 praparierte Objekt 10 genau uber dem AuffanggefaB 18 
Seiten der Haiterungen aufliegen, wobei nur die beiden plaziert wird Hier ist ebenfalls eine hohe Prazision der 
schmaien Seiten des Objekttragers 4 mit je einer Feder- Motorbewegung Voraussetzung fur ein sauberes Auf- 
klammer festgeklemmt werden konnea Eine weitere sammeln der gewunschten Objekte. Ein einzelner, ge- 
Notwendigkeit, speziell f Or die Lasermikroskopie, ist die 30 zielter LaserschuS (eventuell leicht defokussiert) schleu- 
exakte Justierbarbeit des Probenhalters (Objekttrager 4 dert das selektierte biologische Objekt 10 bzw. die Zelle 
oder Aufnahmehaiterung 6). Es muB gewahrleistet sem, in Strahlrichtung (Flugbahn 14) ins AuffanggefaB 18. 
daB die Probe immer im gleichen Abstand zur Spitze Danach ^ann ein neues Objekt ausgeschnitten werden 
des Objekdvs 12 liegt und zwar im gesamten Verfahr- und der ganze Vorgang wiederholt sicL 
bereich des TrSgers (circa 5—10 cm). $5 Zur Beschleunigung des Sammelvorgangs kdnnen al- 

Zuerst werden geeignete biologische Objekte 10 mit le gewiinschten Objekte zuerst mit dem Laser freipra- 
einer kleineren VergroBerung lichtoptisch ausgewahlt pariert werden- Danach wird das AuffanggefaB 18 unter 
Sobald alle interessanten Objekte im Computer gespei- den Mikroskopdsch gefahren. Die Mikroskopbuhne 
chert sind, wechselt man zu einem hdhervergroBemden fahrt nacheinander die gespeicherten, lasermikrodissek- 
Objektiv. Den durch den Objektivwechsel bedingten 40 tierten Objekte wieder an. Je ein SchuB befordert die 
Strahlversatz (chromatische Abberation) gleicht man einzelnen Objekte nacheinander in jeweils frische 
durch eine Korrektiufunktion an einem gespeicherten (neue) Auffangge^e 18, Fig, 1, die koordiniert mit der 
Wert aus, die dann automatisch auf alle gespeicherten Bewegung der Mikroskopbiihne 8 weitertransportiert 
Punkte ubertragen wird werden. 

Der Computer verfahrt nun zu dem ersten Objekt 10. 45 Bei einem inversen Mikroskop (Fig. 2) kann ein kle- 
Das von einer Videokamera aufgezeichnete Mikroskop- bendes Scheibchen (Klebefolie, Agar bestrichener Tra- 
bild wird auf dem in den Figuren nicht gezeigten Com- ger etc.), das wenige pjn direkt Ober das ausgeschnittene 
putermonitor dargestellt Ein Marker auf dem Monitor Objekt gefuhrt yArd, zum Auffangen des wegkatapul- 
zeigt die Position des Laserstrahlfokusses an. Die Mi- tierten Objektes verwendet werden. Diese Klebeklat- 
kroskopbOhne wird entweder per Hand (uber Maus 50 sche 20 wird dann vom Robotarm 22 in ein geeignetes 
Oder Joystick kontrolliert) bewegt oder fahn automa- GefaB (Fig. 3) geworfen, und der Robotarm 22 sucht 
tisch durch ein Computerprogranun gesteuert nach vor- sich ein neues Klebeteilchen (siehe Fig. 2). 
gegebenem Muster im wesentlichen kreis- oder spiral- 
fdrmig um das gewahlte Objekt 10 herum. Der "Marker" Bezugszeichenliste 
auf dem Monitor kann als "Stift" betrachtet werden, mit 55 
dem die Kontur des gewunschten biologischen Objek- 1 
tes nachgezeichnet wird Wenn gieichzeitig der Laser 2 aufrechtes Mikroskop 
mit einer Pulsfrequenz von circa 15— 20 Hz feuert, wird 3 inverses Mikroskop 
alles Material, das sich in der SchuBlinie im Bereich des 4 Objekttrager 
"Marker" befindet, abgetragen bzw. zerstdrt Der ex- eo 5 

trem fokussierte Laserstrahl "zeichnet" eine f eine Linie 6 AufnahmehalterungZ-vorrichtung 

von circa 500 nm Breite rund um das gewQnschte Ob- 7 

jekt 10 und trennt es somit von seiner Umgebung. Bei 8 MikroskoptischZ-bOhne 

Zellen im histologischen Schnitt Idst sich durch diese 9 

Prozedur die gewOnschte Zelle vom Zellverband und es 10 bioL Objekt(e) 

iockert sich vom Untergrund in Gestalt des Objekttra- 11 

gers 4. Durch das oben erwahnte spiralfdrmige Unuim- 12 Objektiv 

den der ausgewahlten Zielzelle wird der freigelaserte 13 fokussierter Laserstrahl 
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PatentansprQche 

1. Verfahren zum Separieren und Sortieren von 
biologischen Objekten auf einem planaren Trgger 
(4X auf dem sich die selektierten biologischen Ob- is 
jelcte (10) zusammen mit weiterer biologischer 
Masse befinden, dadurch gekennzeidmet^ dafi zu- 
mindest ein in sich geschlossener streifenfanniger 
Teil der das seleictierte biologische Objekt (10) um- 
gebenden weitereh biologisdien Masse durdi ei- 20 
nen Laserstrahl (13) entfemt wird, so daS das selek> 
derte biologische Objekt (10) von seiner Umge- 
bung freiprapariert ist, und dafi anschliefiend das 
auf dem TrSger (4) befindliche freipr^parierte Ob- 
jekt (10) durch emen weiteren Laser-Schufi/Laser- 25 
induzierten Transportprozefi von dem Trgger (4) 
zu einer Auffangvorrichtung (18, 20) wegkatapul- 
dert wird (Flugbahn 14). 

2. Vorrichtung zur DurchfOhning des Verfahrens 
nach Anspruch 1, gekennzek^hnet durch 30 

— eine Mikroskopanordnung (2) zur Beobach- 
tung von biologischen Objekten wie Gewebe- 
schnitten auf einem Objekttrager (4) 

— eine Laseranordnimg zur Erzeugtmg eines 
fokussierten Laserstrahls (13) zum Freiprapa- 35 
rieren eines oder mehrerer selektierter biolo- 
gischer Objekte (10) auf dem Objekttrager (4), 
wobei Laseranordnung und Objekttrflger rela- 
tiv zueinander verschieblich angeordnet sind, 

— und eine Auffangvorrichtung (18 bzw. 20) in 40 
Richtung des Laserstrahls hinter dem Objekt- 
trager (4) zum Auffangen der selekderten Ob- 
jekte (10), die nach dem Freipraparieren der- 
selben durch einen Laserinduzierten Trans- 
portprozefi (einen 1^er-Schu6*0 vom Ob- 45 
jekt^ager (4) auf die Auffangvorrichtung (18 
bzw. 20) wegkatapultiert werden (Flugbaiin 
14). 
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